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Abstracts
　　We　analyzed　the　cytotoxic　T　cells　induced　by　incubating　peripheral　biood　lymphocytes　（PBLs）　from
glioma　patients　with　irradiated　tumor　cells，　and　IL－2．　When　PBLs　from　glioma　patients　are　cultured　with
irradiated　autologous　glioma　cells　and　200　U／ml　IL－2，　CD3＋CD56＋population　markedly　expands　at　4
weeks　of　culture．　The　CD3’　CD56’　TNK　cells　express　TCR－evP，　but　not　MHC　class　1　and　class　II
molecules　and　display　cytotoxic　activity　in　an　MHC－nonrestricted　manner．　The　IL－2－induced　cytotoxic
activity　of　the　cultures　containing　CD3＋CD56＋TNK　class　is　enhanced　by　IL－2．　The　cultured　cells　can
retain　cytotoxic　activity　up　to　8　months．　The　CD3’　CD56’　TNK　cells　can　be　easily　induced　using　PBLs
from　glioma　patients　and　would　be　applicable　for　the　immunological　treatment　of　brain　tumors．
Introduction
　　Malignant　glioma　fails　to　be　removed　completely　because　of　its　infiltrative　growth　into　the　brain　and
shows　resistance　to　conventional　chemotherapy　and　radiotherapy　with　a　poor　prognosis．　lmmunological
treatment　of　tumors　such　as　malignant　glioma　and　melanoma　has　been　carried　out　with　some　success　for
several　years’，2）　based　on　the　observation　that　infiltration　of　mononuclear　lymphocytes　into　tumor　mass
correlates　in　some　cases　with　surviva13，4）．　Thus，　tumor　infiltrating　lymphocytes　（TILs），　a　mixture　of
cytotoxic　T　cells　and　accompanied　inflammatory　T　cells，　have　been　reported　to　develop　into　cytotoxic
lymphocytes　a丘er　in　vitro　stimulation　with　autologous　tumor　cells，　fbllowed　by　cytokine　stimulation　with
interleukin－2（1：L－2），1レ12　and　IFN一γ5～7）．　Although　the　cytotoxic　potential　of　TI：Ls　is　considered　to　be
sufficient　to　ki11　glioma　cells，　it　is　not　always　easy　to　obtain　the　MHC－restricted　cytotoxic　T　cells　specific
for　glioma　cells8，9）．　Peripheral　blood　lymphocytes　（PBLs）　are　easily　activated　to　destroy　target　tumor　cells
without　deliberate　antigen　stimulation　and　irrespective　of　major　histocompatibility　complex　（MHC）　by
IL－2　stimulation　in　vitro．　These　are　reffered　to　as　lymphokine　activated　killer　cells　（LAK）iO’一i3）．　LAK
cells　are　cells　（LAK）　iO’一’3）．　LAK　cells　are　not　homogeneous，　but　probably　a　mixture　of　NK，　cytotoxic　T
cells　and　K　cells。　Tumor　cells　usually　appear　to　be　less　susceptible　to　LAK　cells　than　to　specific－cytotoxic
T　cells8，iO）．　However，　novel　cytotoxic　T　cells　with　the　NK　cell　marker　CD56，　called　TNK　cells，　have
recently　been　establishedi‘一i6），　and　can　be　obtained　by　incubating　peripheral　blood　T　cells　in　the
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presence　of　IL－2　and　IFN－7．　The　TNK　cells　show　a　stronger　cytotoxic　activity　than　LAK　cells　in　vivo．
　　We　tried　to　establish　cytotoxic　T　cell　lines　to　analyze　the　character　of　the　cytotoxic　cells　from　malignant
glioma　patients．　PBI．s　were　cultured　in　the　presence　of　irradiated　autologous　glioma　ce皿s　and　IL－2　and
were　maintained　for　more　than　8　months　with　fairly　good　cytotoxic　activity．　The　surface　phenotype　of
these　lines　is　predominantly　CD3＋CD56＋，　with　minor　population　CD3＋CD8＋CD56一．　The　possible
action　of　these　cytotoxic　cells　wi11　be　discussed．
Materials　and　Methods
　　Establishment　of　glioma　cell　lines
　　Tumor　speciemens　obtained　under　sterile　condition　from　7　patients　with　glioblastoma　multiforme，　1
with　anaplastic　astrocytoma，　and　8　with　low　grade　astrocytoma，　and　were　processed　immediately　for
tissue　section　and　tissue　culture　after　obtaining　informed　consent．　The　specimens　were　minced　into　pieces
and　the　resultant　cell　suspensions　were　separated　on　Percoll　gradients　to　obtain　the　fractions　containing
lymphocytes．　The　cells　were　washed　with　RPMI－1640　and　placed　in　a　flask　with　culture　medium　（c－
RPMI－1640）　consisting　of　RPMI－1640　containing　1090　FCS，　190　nonessential　amino　acids，　4mM
glutamine，　and　15　pt／ml　gentamicine．　The　cells　were　transferred　into　a　new　flask　when　confluent　with　a
change　of　medium　once　a　week．　The　cultured　cells　were　confirmed　to　be　of　astrocyte　origin　by　immunos－
taining　with　glial　fibrially　acidic　protein　（GFAP）　and　S－100．
　　Immunoperoxidase　staining
　　Immunoperoxidase　staining　was　carried　out　as　previously　describedi7）　with　slight　modification．　The
cells　on　slides　were　fixed　with　4‘i70　paraformaldehyde　and　treated　with　O．5910　Triton－X　370C　for　20　min，
followed　by　incubation　with　10910　FCS／PBS．　After　blocking，　slides　were　incubated　with　biotin－labeled
primary　antibody，　anti　GFAP　antibody　and　anti　S－100　antibody　（DACO　Corp．，　Kyoto，　Japan）　（1／400）．
Following　washing　three　times，　thc　slides　were　incubated　with　avidin－peroxidase　conjugate．　The　binding
of　the　enzyme　was　detected　by　DAB　substrate　（Avidin－Biotin　Complex　Kit，　DAKO　Corp．）．
　　Generation　of　the　cytotoxic　cells　by　incubation　with　PBLs，　irradiated　tumor　cells，　and　IL－2
　　Heparinized　blood　was　obtained　from　patients　and　PBLs　were　separated　by　standard　technique　on
Ficoll－Hypaque　centrifugation　as　described．　PBLs　were　cultured　in　96　well　plates　at　1　×　105／well　contain－
ing　rlL－2　（Shionogi　med．　Corp．，　Japan）　（200　U／ml），　irradiated　（60　Gy）　tumor　cells　（1×10‘／well）　and
PBLs　（1　×　10‘／well）．　After　a　week，　expanded　cells　were　transferred　to　24　well　plates　containing　IL－2　and
irradiated　cells．　Media　were　changed　once　a　week．　After　4　qnd　8　weeks，　viable　cells　were　collected　and
subjected　to　cell　surface　analysis　and　5　iCr－release　assay．　To　analyze　the　other　cytokines　influencing　the
cytotoxic　activity　of　the　killer　cells，　IL－2－stimulated　cells　were　re－stimulated　with　IL－6　and／or　II．一12　in
the　presence　of　IL－2　for　5　days．
　　Cell　surface　phenotype　analysis
　　Cell　surface　phenotype　was　analyzed　on　cultured　cells　according　to　the　methods　previously　de－
scribed18）．　Amounts　of　106　cells　in　O．5　ml　PBS／3％FCS／0．1％azide　were　incubated　with　anti－HLA－A，　B，
cmonoclonal　antibody（mAb）（w6／32），anti－HI・A－DR／D　mAb（Ab2・06），anti－HLA－DR，　DQ，　mAb
（9．3こ口O）（American　Type　CUIture　Collection，　Rockville，　MD），anti－TCRαβmAb，　and　anti－TCRγδ
mAb　（Coulter　Corp．，　Miami，　FL）　for　20　min　at　40C，　followed　by　washing　once．　The　cells　were　then
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．stained　with　FITC－linked　goat　anti－mouse　lgG　antibody　（Coulter　Corp．）　for　another　20　min　at　40C　and
analyzed　on　an　Epics　XL－MCL　flowcytometer　（Coulter　Electronics，　Japan）　for　single－color　fluorescence．
Two　color　immunofluorescece　was　done　by　incubating　cells　simultaneously　with　a　directly　labeled
FITC－or　PE－mAbs　against　CD3，　CD4，　CD8，　and　CD56（Coulter　Corp．）．Directly　labeled　h：・relevant　mAb
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was　used　as　negative　controls．　Following　incubation　at　40C　for　20　min，　cells　were　washed　three　times　with
PBS　and　fixed　with　19（o　formaldehyde．　Simultaneous　analysis　of　green　and　red　fluorescence　was　obtained
using　a　single　a　laser　to　excite　both　FITC　and　PE　at　488　nm．　To　confirm　the　presence　of　class　1　molecule
on　tumor　cells，　immunoprecipitation　was　performed　using　NP－40　lysates　from　tumor　cells　as　previously
describedi9）．
　　5iChromium　cytotoxicity　assay
　　Cytotoxicity　assays　were　done　according　to　a　standard　5iCr－release　method．　Briefly，　all　experiments
were　done　in　triplicates　using　96　well　U－shaped　microplates　（Linbro，　Flow　Lab．　lnc．，　McLean，　VA）．
Assays　were　carried　out　by　using　cultured　cells　in　c－RPMI－1640　at　E／T　ratio　（1　＆　10）　in　the　presence
or　absence　of　anti－HLA－A，　B，　C　mAb（W6／32）with　l×10451Cr－labeled　target　cells　per　well．　Following
4　h　incubation　at　370C，　the　supernatant　was　harvested　with　a　harvester　and　measured　by　an　automatic
gamma　counter．　The　percentage　cytotoxicity　was　calculated　as　follows：［（experimental　release－minimal
release）／（maximum　release－minimum　relcase）］×100，　where　minimum　release　represents　51Cr－1abeled
target　incubated　with　medium　alone　and　maximum　release　represents　the　target　incubated　with　2910　NP
－40　detergent．　Minimum　release　was　less　than　1090　in　all　experiments　tested．
Results
　　Establishment　of　tumor　cell　lines　for　stimulation　of　PBLs；
　　Malignant　glioma　cells　from　15　patients　were　cultured　in　vitro　with　c－RPMI－1640．　Two　lines　（GB－
1，　GB－4）　showed　continuous　growth　for　more　than　6　months　（Fig．　I　A）．　GFAP，　a　usefu1　marker
specifically　expressed　in　astrocytes　and　astrocytoma，　was　expressed　in　processes　of　both　cell　lines　by
immuno－histochemical　method　（data　not　shown）．　Moreover，　they　were　shown　to　be　strongly　positive　for
MHC　class　1，　but　not　for　class　II，　by　immuno－fluorescence　（Fig．　2）．　A　class　1　molecule　was　confirmed
to　be　immunoprecipitated　by　specific　anti－class　I　antibody　using　lysate　from　these　glioma　cells（data　not
shown）．　The　U251　established　line　was　also　positive　for　MHC　class　1　but　negative　for　class　II　（Fig．　2）．
The　GB4　line　was　used　for　stimulation　of　PBLs　from　tumor　patients　and　GB　I　cells　were　for　control．
　　Cell　surface　phenotype　of　cytotoxic　killer　cells　induced　by　stimulation　of　PBLs　from　glioma
patients　with　IL－2　and　irradiated　autologous　tumor　cells；
　　PBLs　from　the　glioma　patient　were　co－cultured　with　irradiated　glioma　ceH　line　GB4，　f（）llowed　by
　　　　　　　　　　　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B
Fig．　1　Photomicrograph　of　glioma　cells　（GB－4）．　Note　long　processes　and　nuclei．　×100．
　　　Gioma　cells　cultU’red　for　48　hrs　without　（A）　or　with　PBLs　stimulated　with　IL－2　plus
　　　irradiated　GB－4　for　8　week　（B）．
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Fig．　2　MHC　class　I　expression　of　GB4　cells．　Glioma　cells　GB－1　or　U251　were
　　　assessed　by　the　expression　of　MHC　class　1　or　class　II　molecules　as
　　　described　in　Materials　and　Methods．
addition　of　200　U　recombinant　IL－2．　Surface　phenotype　of　the　stimulated　cells　were　assessed　at　varying
times　after　initiation　of　culture　using　flowcytometer．　Almost　all　of　the　cells，　when　assayed　at　4　week，　were
CD3’　CD4一　（99910）　expressing　low　levels　of　aP　type　TCR，　but　not　expressing　76　type　TCR　（Fig．　3A
＆　3B）．　These　T　cells　contained　a　mix　of　CD3’　CD8一　（23910）　and　CD3’　CD8’　（75910）　cells．　lnterestingly
three　fourth　of　the　cells　gained　expression　of　a　NK　marker　CD56，　which　belongs　to　category　of　TNK　cells
and　53％of　TNK　cels　co－expressed　CD8．　At　8　weeks，　CD3＋CD8＋cells　declined　to　4go　with　an　increase
of　CD3’　CD8一　（70（i70）　（Fig．　3A）．　The　CD56’　cells　were　further　increased　to　96910　with　co－expression　of
23％CD8　cells．　Since　almost　al　cells　were　GD56＋，　CD3＋CD56＋TNK　cells　were　approximately　86％and
the　remaining　cells　were　CD3一　CD56’，　NK　cells．　These　results　suggest　that　a　majority　of　the　cell
population　selected　during　the　stimulation　with　irradiated　glioma　cells　and　IL－2　is　CD3’　CD56’　cells
while　a　minor　population　consists　of　classical　cytotoxic　cells　CD3’　CD8’　and　NK　cells　CD3一　CD56＋．
These　TNK　cells　consist　of　CD3’　CD56’　CD8’　and　CD3’　CD56’　CD8一　type　cells．
　　Cytotoxicity　of　the　killer　cells　stimulated　with　both　IL一一2　and　autologous　tumor　cells；
　　The　cytotoxic　cells，　when　assessed　by　5iCr－release　method　at　4　week，　strongly　lysed　K562（96％at　l　O：
1）　and　killed　moderate　amounts　of　autologous　GB－4　（21910　at　10：1）　and　allogeneic　GB－1　（11910　at　10：
1）　glioma　cell　line　（Fig．　4A）．　At　8　weeks，　the　cytotoxic　activity　against　K562　was　decreased　by　30910，
accompanied　by　an　increase　in　GB4－specific　killer　activity　（32910）　（Fig．　4B）．　The　killing　activity　of　the
cytotoxic　cells　was　also　demonstrated　morphologically　when　GB－4　cells　were　cultured　for　48　hrs　with
killer　cells　（Fig．　I　B）．　The　extent　of　lysis　of　allogeneic　tumor　GB－1　did　not　significantly　change．　Anti－class
I　antibody　significantly　enhanced　the　cytotoxic　activity　（30910　vs．　21910）　of　the　stimulated－cells　against　GB
－4　cells，　suggesting　that　MHC　class　1　molecule　is　involved　in　the　cytotoxic　activity　of　these　cells．
　　IL－12　augments　the　cytotoxic　activity　of　killer　cells　with　enhanced　proliferation；
　　We　checked　whether　the　cytotoxic　activity　of　our　stimulated－cells　is　modified　by　Iレ12　stimulation，
which　has　been　demonstrated　to　cause　the　differentiation　and　activation　of　NK　cells　and　cytotoxic　T
cellsi5，20，2i）．　The　long－term　cultured　cells　were　re－stimulated　with　IL－2　in　the　presence　or　absence　of　IL
－6　and　IL－12　for　5　days．　The　proliferative　responses，　assessed　by　viable　cell　count，　moderately　enhanced
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Fig．3　　Surface　phenotype　of　k皿er　cell　line．
　　　PBLs　cultured　for　4　or　8　week　in　the　presence
　　　of　IL－2　and　irradiated　GB－4　were　stained
　　　with　mAb　against　CD3，　CD4，　CD8，　and
　　　CD56　using　two　color　immunofluorescence
　　　　（A）．　The　expression　of　T　cell　receptor　was
　　　examined　using　mAb　against　TCR　aP　or
　　　TCR　7e　（B）　as　described　in　Materials　and
　　　Methods．
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Fig．4　Cytotoxic　activity　of　k∬ler　cells　in　vitro　by　Iレ2　and　irradiated　GB－4．　PBLs
　　　were　cultured　as　shown　in　Fig．　3　and　5’Cr　release　assay　was　carried　out　with
　　　or　without　anti－class　1　antibody　W6／32　（Ab）　at　4　weeks　（A）　or　8　weeks　（B）
　　　after　initiation　of　culture．
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Fig．　5　lnfluence　of　IL－6　and／or　IL－12　on　the　proliferation　the　（A）　or　the　cytotoxic　activity　（B）
　　　of　the　killer　cell　line．　PBLs　cultured　for　7　week　as　shown　in　Fig．　3　were　re－stimulated　with　IL
　　　－2　in　the　presence　of　medium　as　control　（lane　1），　1　ng／ml　IL－6　（lane　2），　2　ng／ml　IL－6　（lane
　　　3），　O．1　ng／ml　IL－12　（lane　4），　O．2　ng／ml　IL－12　（lane　5），　and　1　ng／ml　IL－6　plus　O．1　ng／ml
　　　IL－12　（lane　6）．　After　5　days　of　incubation，　the　cultures　were　tested　for　viable　cell　number
　　　　（A）　or　cytotoxicity　in　a　5iCr　release　assay　（B）．　Results　are　expressed　as　the　mean　±　SD　of
　　　triplicate　determinations．　Asterisks　denotes　statistically　significant　differences　（p〈O，05）
　　　between　controls　and　experimental　values，　as　determined　by　Student’s　t－test．
by　either　IL－60r　Iレ12（Fig．5A）．However，　both　Iレ12　and　IL－6　did　not　show　additive　proliferative
responses．　The　lytic　activity　of　the　stimulated　cells　were　assessed　by　51Cr－release　assay．　As　shown　in　Fig．
5B，　addition　of　O．1－O．2　ng／ml　IL－12　to　the　culture　enhanced　cytotoxic　activity　against　autologous　tumor
cells　GB4．　In　contarst，　addition　of　IL－6　at　1－2　ng／ml　neither　augmented　the　cytotoxic　activity，　nor
affected　the　IL－12－mediated　enhancement　of　the　activity．　These　results　suggest　that　IL－12　may　play　an
important　role　on　the　development　of　cytotoxic　cells，　probably　TNK　cells．
へ
Discussion
　　The　present　study　shows　that　cytotoxic　cells　expressing　both　CD3　and　CD56　are　selected　during　the
culture　containing　PBLs　from　tumor　patients，　class　1’　autologous　malignant　glioma　cells，　and　IL－2．　These
CD3’　CD56’　cells　are　negative　for　MHC　class　1　and　class　II　molecules．　ln　the　early　culture　period，　a
major　population　of　cells　（75910）　co－express　CD3　and　CD56．　These　are　recently　called　TNK　cells　because
the　cells　express　both　T　cell　and　NK　cell　marker　and　display　cytotoxic　activity　in　non－MHC－restricted
manneri6，22）．　A　minor　population　of　cells　represent　CD3＋　CD8’　CD56m，　which　is　considered　a　classical
cytotoxic　T　cells．　A　mixture　of　these　two　population　of　cells　lysed　NK－sensitive　K562　as　well　as　autologous
glioma　cells　GB－4．　At　8　weeks，　a　majority　of　cells　was　of　classical　TNK　phenotype，　CD3’　CD56’　and
aminor　CD3－CD56＋NK　population　with　a　moderate　cytotoxicity　to　GB4　as　well　as　K562．
　　Two　glioma　cell　lines　were　established　from　16　malignant　glioma　patients．　These　cell　lines　contain
GFAP　and　S－100，　being　specifically　expressed　in　astrocytes　and　therefore　would　be　suitable　for　an
analogue　of　normal　astrocyte．　One　of　the　cell　lines　GB－4　was　used　for　stimulating　PBLs　in　the　presence
of　IL－2　since　the　cell　line　is　MHC　class　1’．　The　cell　line　has　been　maintained　for　more　than　1　year．
　　A　novel　population　of　CD3’　CD56’　cytotoxic　cells　have　been　reported　to　be　induced　efficiently　upon
incubating　the　PBLs　in　the　presence　of　anti－CD3　antibody，　IL－2，　and　IFN－7，　but　only　moderately　upon
IL－2　alonei6）．　These　TNK　cells　display　a　stronger　cytotoxic　activity　against　tumor　cells　than　conventional
（6）
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LAK　cells　when　assessed　in　severe　combined　immunodeficiency　（SCID）　micei6，23）．　Although　there　are
several　reports’2，’3）　that　killer　cells　are　induced　from　PBLs　or　TILs　with　malignant　glioma　patients　in　the
presence　of　cytokines，　phenotypic　characterization　has　not　yet　been　completely　accomplished5，8，ii）．　We
clearly　demonstrate　that　CD3’　CD56“　cytotoxic　TNK　cells　are　predominantly　induced　in　culture
containing　PBLs，　irradiated　tumor　cells　and　IL－2．　Since　IL－2　alone　is　not　efficient　for　inducing　TNK　cells
in　humans，　membrane　molecules　on　tumor　cells　or　tumor－derived　cytokine　may　play　a　pivotal　role　in　the
development　of　TNK　cells．
　　Tumor－specific　CD8“　cytotoxic　T　cells　can　be　induced　from　peripheral　T　cells　by　culturing　with
autologous　tumor　cells　and　relevant　cytokine8，i3，24）．　Tsurushima　et　a18）．　recently　showed　that　PBLs　from
glioma　patients　differentiate　into　autologous　cytotoxic　T　cells　with　co－culture　of　disrupted　membrane　from
glioma　cens　and　cytokine　such　as　Iレ2，　IL－4，　and　IL－6．　However，　MHC－nonspecific　TNK　cells　are
expanded　in　our　culture　conditions，　although　the　TNK　population　in　uncultured　PBLs　is　’reported　to　be
quite　low22）．　There　are　several　possibilities　to　explain　the　differences．　Since　antigen－speci且。　MHC－
restricted　cytotoxic　T　cells　have　been　shown　to　recognize　the　tumor－specific　antigen　in　the　context　of
MHC　in　other　system　such　as　melanoma　system7，24，25），　T　cells　specific　for　tumor－specific　peptide　might
be　missing　in　the　patients．　Alternatively，　our　in　vitro　culture　condition　is　more　favorable　for　the　expansion
of　TNK　cells　than　tumor－specific　T　cells．　There　may　be　distinct　requirements　for　induction　specific　CD8’
cytotoxic　T　cells　vs．　MHC－nonrestricted　TNK　cells．　The　recent　findings　show　that　62　microglobulin
de丘cient　mice，　which　fail　to　express　MHG　class　1　or　class　1－like　molecule26），　lack　NKI．1＋TCRα／β＋cells
in　mice，　suggesting　that　class　1－like　molecule　plays　a　pivotal　role　in　the　development　of　NK　l　l’　T　cellsi‘，2’）．
Consistent　with　this　notion　is　the　observation　that　our　human　TNK　cells　are　selected　by　MHC　cells
I＋一glioma　cells　in　the　presence　of　Iレ2．
　　IL－12　has　been　shown　to　enhance　the　cytolytic　activity　or　proliferative　responses　of　the　CD8　cytotoxic
T　cells　or　NK　cells　in　vitro　and　in　vivo20，2’）．　We　demonstrate　that　IL－12　augments　the　cytotoxic　activity
of　the　cultures　consisting　of　predominantly　TNK　cells　with　increased　proliferative　responses．　IL－2　and
IFN－a　have　been　reported　to　be　effective　in　animal　models　as　well　as　human　malignancies　in　some
cases6・28・29）。　Interestingly，　IL－12　has　potent　TceU－mediated　anti－tumor　and　anti－metastatic　activities　in
animal　models　in　vivo　through　T　cell－mediated　mechanismi5，30）．　lt　should　be　determined　whether　or　not
TNK　cells　activated　with　IL－2　and　IL－12　are　effective　for　malignant　glioma　cells　in　clinical　trials．
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クラス1陽性グリオーマ細胞及び1：L－2刺激による
　　　　　　細胞障害性TNK細胞の誘導
高　橋 恵
東京医科大学脳神経外科学教室
　浸潤性増殖を示す悪性グリオーマは全摘出が困難であり，また放射線療法，化学療法に抵抗性を示すもの
が多い．このような予後不良なグリオーマ患者に対して免疫療法が試みられ，ある一部の例では有効である
ことが示されている．私はキラー細胞による免疫療法を検討する目的で，ヒトキラーT細胞の誘導法の検討
および性状解析を行った．
　15例のグリオーマ患者から細胞株の樹立を試み，成功した2例について，キラー細胞誘導を行った．腫瘍
細胞はAstrocyteのマーカーであるGFAP陽性，　MHCクラス1陽性であった．患者より末梢血リンパ球を
分離し，放射線照射した自己腫瘍細胞とインターロイキンー2（1：L－2）200U／m1存在下に4週間培養した．
増殖してきた細胞群の表面マーカーを検討してみると，CD3＋CD56＋，低レベルのT細胞抗原受容体αβを
発現していることより，これらの細胞はT細胞由来のNK細胞といわれるTNK細胞であることが明らかと
なった．この細胞は自己グリオーマ細胞およびアログリオーマ細胞に細胞障害性を示し，その発現はMHC
非拘束的であった．このIL－2によって誘導されるTNK細胞の細胞障害活性はIL－12添加によって増強さ
れた．IL－12はCD8＋キラーT細胞，　NK細胞の障害活性を充進ずることが知られているが，私は今回TNK
細胞活性がIL－12によって増強されることを明らかにした．また，IL－12は動物モデルにおいて抗腫瘍効果を
示すことが報告されている．
　今回の私の所見は脳腫瘍に対する免疫療法の新たな局面を示したものであり，今後，TNK細胞によるグリ
オーマ細胞に対する細胞障害効果がin　vivoにおいても認められるかを検討することが重要であろう．
キーワード＝悪性グリオーマ，MHCclass　I抗原，　TNK細胞．
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